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对抓苯丙氨酸对大鼠海马胞液皮质酮受体数量的影响

哀 和 刘柞周 李希成 (生理教研室 )

提 要 本实验以 (盆H )皮质酮为配体
,

建立了去肾上腺大鼠海马胞液皮质酮受体的放射配体

结合测定法
,

并对海马胞液皮质酮受体的结合特性以及对氯苯丙氨酸印C P A )对皮质酮受体数量的

影响进行了研究
。

测得的皮质酮受体具有可饱和性
、

有限的结合能力
、

高亲和力和高特异性的特征
。

S c时 c h ar d分析为一直线
,

表明测得的皮质酮受体是一个或一组 k d值十分接近的受体
。

侧脑室注射
,

p C PA 1 m g 4 天后
,

海马 6
一

H T含量明显降低
,

同时海马胞液皮质酮受体的最大结合容量 (B m ax )

显著升高
,

提示海马 5
一

H T能神经元的功能性活动在控制海马胞液皮质酮 受 体数量的相对恒定中

具有重要作用
。

关抽饲 海马 ; 皮质酮 , 受体 ; 6
一

H T , p C P A ,

70 年代初 M o E w en 等人 应 用 同位素示

踪
、

放射自显影术及放射配体结合分析法证

明
,

脑内皮质酮受体集中分布于海鸟 l()
。

目

前认为
,

海马皮质酮受体的功能可能和动物

的行为及皮质酮分泌的调节有关 (“ ’
。

近年来

研究表明
,
海马皮质酮受体的数量受脑内多

种激素和神经递质的调节
,
D ek l

o et 等 人将

其归纳为以下四类
: ( 1 )受体的固有配体

,

如皮质酮 , ( 2 )其它类固醇激素
,

如翠酮 ;

( 3 ) 多肤类 激素
,

如 加 压素
、

A C T H ;

( 4 ) 经典神经递质
,

如 N E
,

5
一
H T ( 3 )

。

就现有资料看来
,

在上述因素中以 5
一

H T对

海马皮质酮受体数量的影响较为突出 (4)
。

关于海马皮质酮受体的研究
,

迄今国内

尚未见报道
。 `

本工作以〔 3
H 〕皮质酮为放射性

配体研究了大鼠海马胞液皮质酮受体的结合

特性及对氯苯丙氨酸 (P C P A ) 对大 鼠海马

胞液皮质酮受体数量的影响
。

放射配体结合测定

1
.

侧脑室注射
:

动物在戊巴 比妥钠腹腔麻醉

下
,

按 B ur es 大鼠图谱
,

在双侧脑室 ( p l
。

5
,

R L I
。
5妥

H 3
.

5) 埋置导管各一个
,

于每侧脑室缓慢住入药液

或生理盐水 ( N S ) 10 川
。

部分动物取脑作组织切

片
,

以鉴定导管尖端所在部位
。

2
.

海马胞液皮质酮受体的最大结合容量 (B
-

m ax ) 和平衡解离常数 ( k d) 的测定法
.

每次实验

取去肾上腺48 小时的大鼠 5 一 7只
,

经主动脉灌注

冷的生理盐水 5。一 70 m l后
,

断头
,

分离 出双侧海

马
,

于定量 T r is 一
H C I缓冲液内制备成三匀浆

,

取部

分匀浆推片
,

经光学显微镜检查
,

显示核大部分完

整
,

呈
“
裸核

”
样

。

匀浆经高速离心 ( 1。。 。 00
x g

,

4 ℃
,

1 小时 ) 后
,

取其上清 (胞液 )
。

用 福 林
-

酚试剂法测胞液蛋白浓度
,

将胞液蛋白浓度稀释成

。 .

8~ 1
.

2 m g /。
.

2 m l
。

受体测定的加样程序见表 1
,

各测定管均为双重复管
。

表 1 海马胞液皮质酮受体放射

配体 结合刚定加样程序

非特异结合管
( A管 )

材 料 和 方 法

一
、

材料

〔SH 〕皮质酮 (〔a H 〕B )
:

由上海内分泌研究所

提供
,

比放射性为 5 oc i/ m m ol
。

实验前经放射层析

扫描鉴定放化纯度为 95
.

3%
。

对氯苯丙氨酸 ( p C P A )
:

为英国 K o e il
一

L i g h t

产品
。

动物
:

大鼠
,

体重 20 0
一

2 5 0 9
,

雌雄不拘
。

二
、

方法

0
.

2~ s n M

/

0
.

2~ s n M
2卜M

总 管
( T 管 )

0
.

2~ s n M

/

水浴 45 ℃
,

压缩空气吹干

0
。
2m l

/

0
。

Zm l

/

0
。

2m l

液
液冲

缓
胞浆

勿

摆匀
,

冰浴中 4 ~ 5小时

包膜活
生理
性炭液
盐水

.0 2m l 0
。
2址 l 0

.

2 m l
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按表 1加样完毕后
,

摇匀
,

静置 10 分钟
,

离心

2 5 0 0 r P m
,
1 0 分钟

,

取上清 o
.

Zm l 加入到 l o m l的

闪烁液内摇匀成匀相
,

用 L K B
一
1 2 1 7液闪计数仪

,

经外标准道比淬灭校正法测算出各 管实 有放射量

d P m值
。

受体测定结果的计算向内
:

特异结合值 ( B ) d p m = 总结合值 ( B管 ) dp m

一 非特异结合值 ( A 管 ) d p m
。

游离值 ( F ) d Pm 二 加入〔 . H 〕B总量 ( T管 )

d p m 一 总结合值 ( B管 ) d p m
。

S c a ct h a r d作图中B与 F的计算及表示单位
:

B ( f m o l / m g
·

P r o t ) 二 B d p m x
I n C i

2
.

2 z x z o , d两
IP m o l〔 . H 〕B

5 0 n e i

1

0
.

8一 1
.

2 m g
一

P r o t
X 1 0 0 0

F ( n M ) = F d P m x I n e i

2
.

2 2 x 1 0 a d P m

I P m o l〔 . H〕 B

5 0 n e i

1

0
。
Zm l

根据 S ca t o h a r d作图
,

经直线回归 分析
,

计算

〔. H〕 B特异结合受体的 B m a x 及 k d值
。

3
.

不同类固醇对皮质酮受体的相对结合亲和

力的测定
:

每次实验取去肾上腺大鼠 10 只
,

制备海

马胞液
。

于 A 管内加入非标记皮质醇 (最终浓度为

2 卜M )
,

B管内不加任何非标记类固醇
,

竞争结合

管内分别加入皮质酮
,

皮质醇
,

孕酮
,

醛固酮和地

塞米松
,

其最终浓度为 1
,

5
,

10
,

50
,

2。。 n M
。

各管内加入海马胞液。
.

2m l及 〔 a H 〕 B (最终浓度为

。 .

1 2 6 n M )
。

冰浴 5 小时
,

加入包膜活性炭 液 。
.

2

m l
,

离心后取上清
,

测 d p m
。

以各竞争结合 管内

类固醇浓度的对数对 〔 . H 〕 B 结合的竞 争抑制百分

数作图
,

根据图中各类固醇对 〔 S H〕 B 结合的 50 %的

竞争抑制浓度 ( IC 5 0)
,

算出各类固醇对皮质酮受

体的相对结合亲和力
。

4
.

海马 5
一

H T含量的荧光分光光度测定法
:

参照 C u r z 。川 , )等人方法进行
。

5
一

H T的 回 收率为

8 0士 5
.

9%
。

5
.

统计学处理
:

本实验结果所得数据均为计

量资料
。

实验与对照两组样本的均数的显著性检验

采用双侧双样本 t检验或双侧双样本W el ch 氏 t 检

验
。

部分数据进行 S c at c h ar d 分析
,

用直线相关的

方法求一套数据中两项指标的相关系数
,

用 t 检验

法检验其显著性
,

并做直线回归分析
,

求得直线回

归方程
。

结 果

一
、

去 肾上腺大 鼠海 马胞液皮质酮 受体

的结合特性

1
.

〔 . H〕 B浓度与受体结合的关系
:

在胞液蛋

白含量为 1
.

2m g 的条件下
,

观察不 同 浓度 〔a H 〕B

(0
.

2 ~ 5 n M ) 与受体结合的关系
,

结果见表 2 及

图 1
。

劝
.

结 台
,

一一竹 分 结 么

乙分
.

丫渭粉

ǎ,。Tx日d息洲织扣

〔 . H〕皮质酮浓度 ( n M )

图 1 〔 S H〕皮质酮浓度对结合值的影响

一受体饱和曲线

表 2 〔“
H 〕 B 浓度与结合值的关 系

总管计数及浓度 特异结合计数及浓度
d P m n

M
总结合计数
d Pm

非特异结合计数
d P m d P m

5 0 9 2

7 3 3 1

2 0 1 4 0

3 9 8 3 1

6 4 7 4 2

1 1 6 0 0 0

0
。

2 2 9

0
。

3 3

0
。

9 0

1
。

7 9

2
。

9 1

5
.

2

2 7 6 6

4 1 2 9

9 5 9 6

174 2 0

2 3 73 8

2 7 6 4 6

1 8 0

1 0 2 7

1 1 0 3

3 7 5 5

4 8 8 2

6 5 5 6

2 58 6

3 1 0 2

8 4 9 3

1 3 6 6 5

1 8 8 5 6

2 1 0 9 2

n M

0
.

0 1 9 3

0
。

0 2 3

0
。
0 6 3

0
。
1 0 2 5

0
。

1 4 1 4

0
.

1 5 8 0
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结果表明
,

在本实验条件
一

「
,

特异结合值随着

〔. H 〕B浓度的增加渐呈饱和
。

反映了受体结合的可

饱和特性
。

2
.

胞液皮质酮受体的最大结合容量及平衡解

离常数
:

将以上实验中测得的数值换算成 〔 . H 〕B特

异结合量 ( B ) 和游离 〔a H 〕B浓度 ( F )
,

进行 S e a t
-

。 h a r d作图 (图 2 )
,

经直线回归分析
,

测 算结果

为
: B m a x = Z z o

.

7 f m o l / m g
·

P r o t , k d = 1
.

o 7 n M
。

在所用 〔. H 〕B浓度范围内
, S e a t e h a r d制 图为一直

线
,

其相关系数 ( r ) 的绝对值为。 .

9了9 ,

在统计学

土非常显著
、

醇> 孕酮 ) 醛固酮 )
·

地塞米松
。

二
、

p C P A 时海马胞液皮质酮 受体数量

的影响

1
.

海马内 5
一

H T含量的变化
:

实验组 印 C P A

组 ) 由双侧 脑 室 注 射 p C P A 1 m g / 20 川
,

对 照组

( N S组 ) 由双侧脑室注射生理盐水20 时
,

注 射后 4

天断头
,

分离出海马
,

测定海马 5
一

H T含量
,

结果

见表 4
。

表 4 p C P A对 大鼠海马 5
一

H T含量

(
n g /m g 组 织 ) 的影响

N S
一

H T含量

丫二 1口心
.

9 5 一 0
.

乡3 礴飞

r `
一

0
.

甲7 口 6 乙

B , 。优二 2 1 0
.

夕 ` . 0 1瓜 , p ,砖

代 d 二 1 0 , ” 日

分组

N S

P C P A

1 0

l 0

0
。
6 6士 0

.

0 3 1 1 0 0士 1
.

6

0
.

34士 0
.

0 8 2

二
5 2士 4

三飞下
一

7 0 1 0 5 , 4 0 1 7 5 2 1u

B (呀, 。 lm/ , p
r

战 .下一 )

〔 . H〕皮质酮对大鼠海马胞液皮质酮

受休的直线 S e a t e h a r d图

,l汁Jlwe通飞贬J叮11̀.1
卜.

2ō甲卜̀!
.̀、一亡̀沪óì、口
|

3
.

受体结合的特异性
:

结果见表 3
。

表 3 不同类固醉与受体结 合的相对亲和 力

类固醇

皮质酮

皮质醇

孕 酮

醛固酮

地塞米松

I C 50 值 (n M ) 相对结合亲和力%

4
.

1士 0
.

5

5
.

9士 0
.

3

1 6士 1

2 2
.

5士 2
.

5

3 5士 5

1 0 0士 1 2

6 8
.

2士 4
.

2

2 5
.

2士 1
.

2

18
.

2士 4
.

2

1 1
。
5士 0

。
5

表中数值为均值士标准误
, n =

20

结果表明
,

皮质酮受体与几种结构类似的类固

醇化合物结合的相对亲和力依次为
:

皮质酮> 皮质

表中数值为均值士标准误
,

N 为动物数
,

二
P < 0

.

0 1

2
.

海马胞液皮质酮受体数量的变化
:

实验和

对照动物经侧脑室注入 p C P A 溶液 1 m g / 20 时或生

理盐水 20 川
。

于注射后 2 天摘除双侧肾上腺
,

注射

后 4 天断头处死动物
,

进行受体测定
。

计算各组受

体的 B m a x 和 k d值
,

结果见表 6
。

表 5 p C P A 对大 鼠海 马胞液皮质酮

受体数量的影响

分组 N B m a x ( f m o l / m g
一

P r o t ) %

N S 2 3 2 4 3士 1 6 1 0 0士 6
.

9

P C P A 2 6 3 6 1士 1 2
.

9

二
1 4 8士 5

.

3

二
p < 0

.

0 1

结果表明
,

侧脑室注射 p C P A 1 m g ,

可使胞液

受体的结合容量明显升高 印 < 0
.

0 1)
,

若以对照组

受体B m ax 为 100 %
,

实验组平均升高了48 士 5
.

3%
。

但两组受体的k d值无明显差另l]
。

讨 论

本工作参照有关文献 (8 ) (日 ) , 以〔吕 H〕 B为

放射性配体
,

建立了海马胞液皮质酮受体的

放射配体结合测定法
。

结果表明
,

本法测得

的皮质酮受体具有可饱和性
、

有限的结合能

力 ( Bm a x
为 2 4 3士 1 6 f m o l /m g

,

P r o t )和高亲

和 力 ( k d 值为 1
.

1 士 0
.

1 2 n M )
。

S e at e h a r d

作图为一直线
,

表明测得的皮质酮受体是一

个或一组 kd值十分接近的受体
。

比较几种不
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同类 固醉与受 协 结 合的相对亲 和力 叫以石

出
,

受体结合具有高度的立体特异性
,

内源

性糖皮质激素
,

皮质酮和皮质醇对受体结合

的亲和力最高
,

孕酮与受体亦有一定的亲和

力
,

这与孕酮可作为糖皮质激素受体的拈抗

剂的观点相一致 l( 。〕。

而醛固 酮 和地塞米松

对受体的亲和力最低
,

这与 V e dh iu s
等人的

实验结果类似 ll( )
。

大量资料表明
,

海马胞液皮质酮受体的

一个显著特点是其数量易受多种激素和递质

的影响
,

具有极大 的可塑性 l(z l)(
“ )

。

大 鼠脑

室注射 5
,

7 一双经色胺 ( 5
,

7 一 D H T ) 或 损 毁

中缝核
,

破坏脑内 5 一
H T能系统

,

可使海马

胞液皮质酮受体最大结合容量升高 50 %
,

表

明脑内 5 一
H T能系统在结构上的完整是维持

海马皮质酮受体数量恒定的一个 重 要 因 素

( ` 4 》 。

为证实脑内 5 一
H T 能 神经系统的功能

性活动对海马皮质酮受体数量的影响
,

本实

验选用 p C P A处理动物
,

发现降低海马 5
一

H T

含量后
,

海马胞液皮质酮受体结合容量显著

增加
,

出现受体的向上调节现象 ( u p
一 r o g u -

l
a t i o n

)
。

与 5
,

7 一 D H T相比
, p C P A 可 特异

性抑制色氨酸经化酶的活性
,

选择性降低脑

内 5 一
H T含量

,

在削弱 5
一

H T能神经元的功

能性活动的同时
,

不破坏脑内 5 一
H T 能神经

元的正常结构
,

对其它神经递质的含量不发

生显著影 响 l( 5〕 ,

故本实验进一步 证 明海马

5 一
H T能神经系统的功能性活动可影响海马

胞液皮质酮受体数量
。

有关药理学实验的方

法亦表明
,

应用 5 一
H T受体的激动剂

、

拮抗

剂或 阻断 5
一

H T重摄取的药物后
,

可在短时间

内改变海马胞液皮质酮受体的结合容量
,

从

另一个侧面反映了脑内 5一 H T能神经系统的

功能活动对皮质酮受体数量的调节作用 〔̀ 4 )
。

目前关于这种受体调节的生理学意义尚待深

入研究
。
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